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Bescttrelbung 

Gegenstand der Erfindung sind OligonuWeotide, insbes on dere Primer und Sondea zum Nachweis von HIV. Bberv 
falte Gegenstand der Erfindung sind Verfahren zum Nachweis vcn HIVmit KSfe dieser Primer und Sonden. 

s Der Nachweis des Humanen Immurideftzienzvirus (HIV) & eine der groBen Herausforderungen der analytischen 
Diagnostic Eg existieren hierfur bereits zahfreiche Verfahren, die entweder auf immunologischen Nachweisen von HI V- 
Antigenen oder durch HIV-induzierten AntikOrpem. HIV-eigenen Enzymen, z. B. der HIV-eigenen reversen Transkript- 
ase, und HJV-spezrfischen NuHeinsauren beruhen. Da der Enreger und somit auch die rrtit ihm assozaerten NuWeinsau- 
ren nur In sehr geringen Kbnzentrationen In menschDchen Kfirperflflssigteiten vortommen, 1st die Sensftivitfit eines 

10 Nachweisverfahrens ein entscheidender Faklor fOr die Verwendbarteit dieses Nachweisverfahrens. Zum cfirekten 
Nachweis von HIV ist die Pdymerase-Kettenreaktion (PCR), wie beispieteweise beechrieben in EP-B-0 200 362 und 
EP-B-0 201 184, die derzeii sensiOvste Methods. Mil ihrer Hilfe kflnnen wichtlge HInweise auf Krankhetevertauf und 
Therapiemonitoring aus dem Blut trrfizierter gewonnen wenden. Nachweisverfahren, die nicht auf einer Amplifikation 
von Teilen der HIV-NuWeinsauren berahen, oder bei denen eine einztge Hybridiaerung einer Sonde, mit der HIV-NuWe- 

15 insaure detektiert wird, sind derzeit nicht go empfmdiich wie die PCR. 

Seit der Entdeckung des HIV-1 wurtie feslgesteDt, daB die NuHeinsauresequenzen von HIV-1 umerschiedlktier 
Provenienz sich unterscheiden. Die urterschiedlichen Typan von HIV-1 werden Gblicherweise als Subtypen bezeichnet. 
Derzeit sind mindestens neun Subtypen bekannt, die als Subtypen A bis H und O bezeichnet werden (z. B. Human 
Retroviruses und AIDS, Los Alamos NaU. Laboratory, Los Alamos, New Mexico, 1994; ed. Q. Myers et a!., I-A-1). Die 

20 bisher beschriebenen Verfahren sind nicht in der Lage, funf oder mehr dieser Subtypen zu detektieren, insbesondere 
nicht die Subtypen A und Q zusammen mit anderen Subtypen. 

Aufgabe der vorOegenden Erfindung war es daher, Reagenzien und Verfahren bareitzustellen, mit denen mehr 
Subtypen als bisher detektiert werden tonnen. 

Gegenstand der Erfindung ist daher ein HIV-1-spezrfisches Oligonukleotid, dadurch gekenraeichnet, daB seine 

25 Sequenz ausgewahlt tst aus dem Bereich der Nukleotidposrtionen 900 bis zum 3'-Ende des gag-Gens von HIV-1 . 

Unter elnem Oligonukleotid wird ein Mdekfll verstanden, welches an einem im weserrtllchen aus Identischen 
Monomereinherten aufgebauten Ruckgrat in definierten Abstarrden eine Aufeinanderfolge von Basen aufweisL Die 
Basen sind so an dem Ruckgrat angeordnet, daB sie mit einer Nukleinsaure mit einer Sequenz von zu den Basen des 
ONgoruiM ootids tompiementaren Basen eine Bindung elngehen kfrinen. Die gebrfluchOchsten OligonuWeotide enthai- 

so ten ein RCckgrat von Zucterphosphateinherten. Man unterscheidet hier zwischen OfigodescxyribonuWectiden, welche 
in 2-Enheit keine Hydroxylgruppe aufweisen und OOgoribonuWeotiden, welche in dieser Position eine Hyriraxytgrippe 
aufweisen. Zu den OiigoribonuMeotiden zahlt man jedoch auch Verbindungen, bei denen der Wasserstoff der Hydro- 
xylgnppe durch organische Reste, z. B. einer Ailylgruppe, ersetzt ist Solche Verbindungen sind dem Fachmann schon 
seit Ifingerem bekannt. In JOngerer Zeit wurden auch Molekflle beschriebea bei denen das ZuckeiphosphatrOckgrat 

35 von normalen O&gonukleotiden durch ein PeptidrOckgrat ersetzt ist Eine besonders bevorzugte Gruppe von sdchen 
Verbindungen Ist in WO 92j20702 beschrieben; sie werden PNA genannt Diesen 1st mit Oligonukleotiden gemeinsam, 
daB sie am Ruckgrat Basen aufweisen, die zu Wasserstoffbruckenbiridungen mit hierzu kompiementaren Basen in der 
Lage sind. Zu den Basen gehOren einerseits die natOrCchen Basen A, G, C, T und U, andererseits jedoch auch kQnst- 
liche Basen, wie Deaza G. 

40 Die eifindungsgemaBen OligonuWeotide sind bevorzugt zwischen 10 und 100 Basen lang. Hiervon haben minde- 
stens 10 bis 30 Basen eine Homologie oder tomplementarH&t aufeinanderfblgender Basen von 80%, bevorzugt 90 %, 
besonders bevorzugt 100 % zu dem cben genannten NuHeotidpositionenbereich. Die ubrigen Basen (z. B. an einem 
oder beiden Enden der Sequenz) kOnnen, sofern vorhanden, eine Sequenz aufweisen, die weder zu HIV-1 noch zu 
anderen in einer Qblicherweise auf HIV-1 zu untersuchenden Probe enthaltenden Nukleinsaure so groBe Ahnlichkeiten 

45 hat daB eine Hybricfisierung stattfinden hOnnte. Besonders bevorzugt ist der HIV-1 -spezifische Bereich der erf indungs- 
gemaBen Oligonukfectide zwischen 13 und 25 Nukieotiden lang. 

Als zu 100 % kompfementar zu einer zweiten Nukfeotidsequenz wird im Sinne der Erfindung eine erste Sequenz 
bezeichnet wenn die darin enthaltenen aufeinanderfolgenden Basen der Watson-Crick-Regel zu auf einanderfblgenden 
Basen der zweiten Nukfeotidsequenz folgen. Es sind hterbei jedoch solche Austausche erlaubt, bei denen solche 

so Basen, insbesondere unnatflrGche Basen, anstelle der natGrGchen Basen eingefQhrt sind, die sich Jedoch in ihrer spe- 
zifischen Wechseiwirkung mit der zu dec ausgestauschten Base kompiementa ren Base nicht wesentiich unterschei- 
den. Als zu einer zweiten Sequenz homolog wird im Sinne der Erfindung eine aufeinanderfolgende erste Sequenz von 
Basen verstanden, die zu einer dritten Nukfeins&ure mit aufeinanderfolgenden Basen genauso tomplementfir ist wie 
cfie zweite Nukfeotidsequenz von aufeinanderfolgenden Basen gleicher Lange. 

55 Unter NuMeinsfturen von HIV-1 wird genomische RNA von Viren verstanden, die den HIV-Vlren zugerechnat wer- 
den. Derzeit unterscheidet man bei HIV-1 zwischen den Subtypen A bis H und O. Als Complement dieser NuMeinsau- 
ren wird die hierzu kDmplementare Sequenz verstanden. 

Unter einem Primer wird ein Oligonukleotid verstanden, welches durch eine DNA-Polymerase unter Verwendung 
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van M<modesoKyrD3onukieo8icftriph08phaten und einer als Matrize cfienenden NuWeinsaure veriangert werden kann. 
Bevorzugt weist dieser Primer an einem Ende, welches im mit der Matrize hybricfisierten Zustartd dem 5*-Ende der 
MatrtzennuWelnsfiure zugewandt 1st eine 3M-lydroxylgruppe auf. 

Urtter einem Set von Primern wind eine (Combination Oder ein Gemisch von mindestens zwei Arten von Primem ver- 

5 slanden, von denen der erste Primer mit Hilfe der Matrizennukleins&ure derart unter Bildung eines Verlflngerungspro- 
duktes veriangert werden kann, daB der zweite Primer mH dieeem Veriangerungsprcdukt in einem in 3'-Richtung dee 
verl&ngerbaren Ende das ersten Primers liegenden Bereich des Vert&ngerungsproduktes hybridisieren kann und daB 
das veriangerbare Ende des zweiten Primers in S-Richtung des Veriangerungspfoduktes des ersten Primers zeigt Die 
Auswahl von Prlmera welche zur DurchfGhrung der Pofymerasekettenreaktion (PGR) geeignet sind und die dieser 

10 Definition entsprechen, 1st in EP-B-0 201 164 beschrieben. 

Unter einer Arrplifikation von NuWeirtsauren wild die Vermehrung von NuWeinsfluren oder Teiibereichen dieser 
NuMeins&uren verstanden. So werden beisplelsweise durch geelgnete Auswahl der Primersequenzen mit Hilfe der 
PCR bevorzugt Teile von NukJeinsauren mit einer Lange von zwischen 100 und 300 Basen ampfifiziert. 
Der Ausdruck "Ampiffikatian" soli auch die Transkription von RNA In DNA einschBeBen. 

75 Unter dem gag-Gen von HIV-1 wind das Gen verstanden, welches z. B. for p24 (Kapsidprotein), p1 7 (Matrixprotein) 
und p6 cocfiert. Innerhalb dieses Gens find en sich sowohi konservierte als auch relativ variable Sequenzregionen. Ein 
Kern der voiilegenden Erftndung ist die Verwendung von Sequenzan, weiche zu einer aufeinanderiolgenden Sequenz 
von Basen innerhalb des Bereiches der NuMeotidpositionen 900 bis zum 3'-Ende dieses Gens entweder komplementar 
oder homolog sind Besonders bevorzugt ist der Bereich der NuWeotidposition 900 bis zum 3'-Ende des gag-Gens von 

20 HIV-1, Subtyp B, Stamm HIV-RF (SEQ.ID.NO. 1, Human Retroviruses and AIDS 1994, I- A-1, Los Alamos National 
Laboratory, Los Alamos, New Mexico 87545, USA, Editor a Myers et a!.). 

Unter HIV-1-Spezffrtfii wird die Bgenschaft verstanden, daB die betreffende NuWeotidsequerz au Serin HIV-1 nicht 
in NukJeinsauren vorkommt, die in Obticherweise auf die Anwesenhert von HIV-1 getesteten Proben enthalten sind. 
Besonders bevorzugt Ist die betreffende Sequenz vOllig einzigartlg, d. h. kommt auch In andaren Proben nicht vor. 

25 Unter einer spezrfischen Amplrfikation oder einem spezifischen Nachweis wild ein Verfahren verstanden, mH dem nur 
HIV-1, nicht Jedoch and ere Organismen oder NuWeinsauren, die in der Probe enthalten sein kOnnten, amplifiziertbzw. 
nachgewiesen werden. HIV-1-Spezifitat einer Sequenz der vorliegendenErfindungheiBtjedoch auch, daB die Sequenz 
so unspezifisch ist, daB mindestens 5 Subtypen von HIV-1 erkannt, amplHiziert bzw. nachgewiesen werden konnen. 
ErflndungsgemflBe OUgonuMeotide tonnen in dem genannten Bereich von Positionen mH einem speziellen, bewor- 

so zugten Verfahren identifiziert werden. Grundlage dieses Verfehrens ist die betreffende Sequenz eines Stammes eine6 
Subtyps von HIV-1, bevorzugt des Subtyps B, besonders bevorzugt des Stammes RF. Aus dieser Sequenz warden, 
bevorzugt mittels eines Computerprogrammes, Teilsequenzen einer Lange von 20 bis 30 Basen mit einem GC-Gehalt 
zwischen 50 und 60 %, keiner Selbst-Komplementaritat am 3'-Ende, die darOber hinaus keinen CG-run am 3'-Ende 
haben und die keine Palindrome beinhalten, ausgesuchL Die zu dieser Sequenz des Stammes gehfirige Kbnsensus- 

35 sequenz des Subtyps wind, z. B. anhand des oben genannten Buches Human Retroviruses and AIDS, 1994, ermittett 
Die Kbnsensussequenz Est die Sequenz, die die in alien St&mmen am meisten vorkommende Base an der bestimmten 
Position enthan Es wuiden nur noch solche Kbnsensussequenzen weiterbeaitoeitet, die maximal 2 Mismatche zu den 
Kbnsensussequenzen der gleichen Positionen der Qbrigen Subtypen, bevorzugt der Subtypen A und C bis H, aufwel- 
sen. Sofern diese Sequenzen an ihrem 3'-Ende Mismatche zu einem der St&mme aufweisen, werden diese Sequenzen 

40 um diese Nukleotide (1 bis 2 NuMeotide vom Ende her) gekQrzt 

FOr die Auswahl von Primersequenzen werden die so gefundenen OligonuWetoidsequenzen zu Sets von Je 2 Pri- 
mern unterschiedficher Sequenz zusammengefGhrt, dergestalt daB die S'-Enden der Primer zwischen 150 und 400 
Basan vonelnander posltionlert sind. 

Besonders bevorzugte Primersets sind solche, bei denen innerhalb dieses Bereiches eine weitere HIV-1 -spezifi- 

45 sche Sequenz liegt. Diese Sequenz kann besonders bevorzugt ate Sonde zum Nachweis von Ampl&ikaten genutzt war- 
den. 

Nach dieeem Verfahren wurden als besonders bevorzugte OfigcnuWeotide die folgenden Sequenzen gefunden: 

GAG1 037: TGATGACAGCATGTCAGGGAGTGG SEQ.ID.NO. 2 
so GAG1 228: TCCACATTTCCAACACCCC 1 1 1 1 1 SEQ.ID.NO. 3 
GAG1 1 77: TTCAATTGTOGCAAAGAAGGG SEQ.ID.NO. 4 
GAG1075: AAAGCAAGAATTTTGGCTGAAG SEQ.ID.NO. 5 

Als besonders bevorzugt hat sich die (Combination GAG1 037/1228 als Primerpaar erwiesen. Vbn den SondenoG- 
55 gonuWeotiden hat sich GAG1 1 77 ate besonders bevorzugt erwiesen. 

Die erf indungsgemaBen Oligonukleotide konnen nach bekarmten Verfahren hergeeteilt werden, z. a nach der 
Festphasensynthese mit Phosphoramlditen. HIerfQr gibt es geelgnete Syntheseautomaten. 

Die erf IndungsgemftBen Oligonukleotide kflrmen sowohi ais Primer als auch ate Scnden verwendet werden. Bei 
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Veiwendung ate Scnden ist es bevorzugt, daB das OligonuWeotid neben der HKAspezTischai Sequenz eine nicht HIV- 
spezifische MarWerung enthait. Hier kann es sich um jede beGebige unterscheidende MarWerung handebi, z a eine 
NuWelnsauresequenz, die nicht HlV^paziffech ist. ein nachweisbares Moiekfll, z. B ein fluoreszJerender Rest (der nach 
betanmen Verfahren mftete Ruoreszeinisothiocyanat einfuhrbar isf), Oder Digoxigenin, wie in EP-A-0 324 474 
beschrieben, Oder ein immobiilsierbaros MoJekQl, wle z. a Btotin (flber welches das OligonuWeotid beispleJswelse an 
eine Streptavidinbeschichtete Oberf Sche gebunden werden kann), seia 

Gegensland der Erfindung ist daher audi ein Set von Primern zur Ampliffation von HIV-NuWeinsauren, dadurch 
gekennzeichnet daB es mindestens 2 unterschiedDche OligortuWeotide gemae der obigen Definition enthait Diese 
Sals von Primern tormen bevorzugt in AmplrfikatiorisvBrfehren mft der PolymerasekBtterireaktion oder der NASBA 
gemflB EP-A-0 329 822 eingesetzt werden. Die GrundzOge dieser Verfahren sind dem Fachmann bekannt 

Qsenfalte Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur spezifischen Amplrfikation von HIV-1-WuWeinsauren mit 
Hilte eines Sets von Primern, mit dem NuMeinsauren von mindestens 5 Subtypen von HIV-1 erkannt und anpfifizlert 
werden. Besonders bevorzugt ist Subtyp B aner cfieser erkannten Subtypen, besonders bevorzugt in Kbmbination mit 
ein em oder mehreren der Subtypen A, C, D, E, F und Q. 

Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum Nachwas von HIV-1 unter AnpQfikation von HfV-1- 
NuWeinsauresequenzen und Nachweisder Amplifikate, wobei die Ampliation miteinem PrimeiBetderobenbeschrie- 
benen Art vorgenommen wird. Besonders bevorzugt sind Nachweisverfahren, bel denen die gebildeten AnpDfikate mit 
Hille einer NuHeinsauresonde vorgenommen wind, die der obigen Definition der OiigcnuWeotide genflgen und weiche 
innerhalb der PrimerhybridisierungssteflBn im Amplifikai binden. 

Die Erfindung hat den Vorteil, daB mit ihr mehr Subtypen von HIV-1 ate bisher nachgewiesen weitien tonnen. 

Die voriiegende Erfindung wird durch die folganden Beispiele naher erl&utert: 

BeispleM 

A Probenvoifaereiiurtq 

Die verwendeten Kutproben wurden zur IsoOerung der RNA gemas QIAamp HCV Kit (Qiagai Cat No 29504) vor- 
behandeft. 

B. Pevgrse Tr^skriptton 

1 0 mJ der erhaltenen Lflsung wurden mit 1 0 *il RT-Mix folgender Zusammensetzung in PCR-Tubee in einem Perkin- 
Hmer Thermocycter 9600 behandeft [30 min bei 42 °C, 5 min bei 94 *C, abkOhlen und halten bei 4 °C): 



Reagenz 


Stock- LOsung 


Vblumen 


Endkonzentration 


S x RT-Puffer 


5x 


4 pi 


1x 


dNTP-Mix 


10 mM 


0,5 pi 


250 uM 


Hexamere 


20 pM 




1 pM 


DEPC-HgO 




3,5 fil 




RNasin 




0,5 jJ 


1 U 


M.MuLV-RT 


20 Ufp\ 


0.5 fxJ 


• 10 u 



Dabei bedeuten: 

dNTP-Mix: PCR-Nudeotide-Mix (Boehringer Mannheim GmbH. Cat. No. 1581295) 

RNasin: RNase- Inhibitor (Boehringer Mannheim GmbH, Cat No. 1277081)) 

M.MuLV-RT, RX-Puffer: Reverse Transkriptase (Boehringer Mannheim GmbH, Cat No. 1062603) 

DEPC: Aqua bided., steril 

Hexameter Gemisch von HexadesoxyribonuWeotiden aDer moglichen Sequenzen (Random Hexamere, 
Boehringer Mannheim GmbH, Cat Ma 1277081) 
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C. PCR 

20 id der Mischung aus der RT wurden mil 80 jil PCR-Mix versetzt: 

s 



Reagenz 


Stock-Lflsung 


Volumen 


Endkonzentratiori 


10 x PCR 


10 x 


10 mJ 


1 X 


DIG-dlMTPs 




10 fit 




S'-Primer 


SjiM 


4 pi 


200 nM 20pmol/PCR 


3'-Primer 


5\sM 


4 mI 


200 nM 20 pmoI/PCR 


H^O 




51 \il 




TaqDNAPol 


5U/ul 


1 Ml 


5U 


RT-Mischung 




20 id 




Endvolumen 




100 *J 





20 Dabei bedeuten: 

10 x PCR, DIQ-dNTPs: au& PCR Dig Labelling Mix (Cat. No, 1585550. Boehringer Mannheim GmbH 
S'-Primer: z. B. SEQ. ID-NO. 2 

25 

S'-Primer: z. B. SEQ.ID.NO. 3 

Taq DNA-Polymerase: (Boehringer Mannheim GmbH, Cat Na 1146165) 
so Das Gemisch wurde in einem PerMn-Hmer Thermolcycler (PE 9600) tolgendermaBen behandelt: 





3min 


94 






•C 


dann 40 ZyWen 


306 


94 






°C 




306 


50 






°C 




1 min 


72 






°C 


dann bei 




4°C. 



46 

Die Amplif ikate kOrman bei 4 °C oder bei Iflngerar Standzeit bei -20 °C autbewahrt warden. 
D. Detakfion 

bo Die Amplif ikate wurden mit dem Enzymun-Test DNA Detection (Boehriner Mannheim GnnbH, Cat Na 1447777) 

auf dem ES 300 (Boehringer Mannheim GmbH) nachgewiesen. 

Dabei wurde ein OOgonuWeotid, dessen Sequenz irtnertialb des amplrfizierten Bereiches liegt, und welches mit 

Hirta von Biotin-AmidH link (Firma ABI, BesL-Nr. 401396) biotinyllert wurde, z. B. SEQ.ID.NO. 4 oder SEQ.ID.NO. 5. als 

Fangsonde verwendet Die Hybride wurden an StreptavicGn-Tubee (Boehringer Mannheim GmbH) geburtden und mit 
55 Antl-DEG-ArrtikOrpern nachgewiesen. HIerzu wurde das PCR-ProduW im Verhaltnis 1 : 10 mit DenaturierungslOsung 

verdOrmt Die Konzentration der Fangsonde betrug 75 ng/rrd Hybridisierungepuffer. Ansonsten wurden die Nforschriften 

der Beipackzettel befolgt 
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ScquenzprotokoO 

(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhofer Strasse 116 

(C) ORT: Mannheim 

(E) LAND: Germany 

(F) POSTLEITZAHL : 68298 

(G) TELEFOH: 0621 759 4348 

(H) TELEFAX: 0621 759 4457 

(ii) BEZE ICHNUNG DER ERFINDUNG: Frimer und Probes zum Nachweis to; 
HIV 

(iii) ANZAHL DER SEQtJENZEN: 5 
{iv) COMPUTER-LESBARE FAS SUNG: 

(A) DATENTRAGERi Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BE TRIERS SYSTEM: PC-DOS /MS -DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 488 Basenpaare 
<B) ART: Nucleotid 
<C) STRANG FORM: Einzelstrang 
<D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK0LS: Genom-RNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 1: 

CAAAAACCAA GAGCCGAGCA AGCCACAGGA GAAAAAAGGA GACAGAAACC CCGGCCAAAA 60 

GCGAACCCAG AGAAAACAAA AAGCAGGGAC CAGCAGCACA CAGAAGAAAG AGACAGCAGC 120 

AGGGAGAGGG GGACCCAGCC AAAAGCAAGA AGGCGAAGCA AGAGCCAAGA ACAAACAGCA 180 

CCAAAGCGCA GAAAGGAAAG GGACCAAAGA AAAAGAAGGC AACGGGCAAA GAGGGCACAA 240 

GCCAAAAAGC AGGGCCCCAG GAAAAAGGGC GGGAAAGGGA AAGGAAGGAC ACCAAAGAAA 300 
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GAGCACAAGA GGGACGACAG GCAAAGGGAA AACGGCCCCC ACAAGGGAAG GCCAGGGAAC 360 

CCAGAGCAGA CCAGAGCCAA CAGCCCCACC AGAAGAGAGC CAGGGGGGAA GAGACAACCC 420 

CCCAGAAGCA GGAGAAGAAG ACAAGGAACG ACCAGCCCCC AAACACCGGC AACGACCCAC 480 

GCACAGAA 488 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LfiNGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

w (C) ST RANG FORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
(ii) ART DES MOLEKOLS: Sonstige Nucle ins Sure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc - "Oligodesoxyribonukleotid"' 



20 



25 



(xi) SEQUENZ BESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 2: 
TGATGACAGC ATGTCAGGGA GTGG 24 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LfiNGE: 24 Basenpaare 
go (B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 
<D) TOPOLOGIE: linear 

ss (ii) ART DES MOLEKOLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc - "Oligodesoxyribonukleotid" 
(xi) SEQUENZBESCHRE IBUNG : SEQ ID NO: 3: 
TCCACATTTC CAACACCCCT TTTT 24 

40 

(2) ANGABEN Z0 SEQ ID NO: 4: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 21 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

<C) STRANG FORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

60 (ii) ART DES MOLEKOLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligodesoxyribonukleotid" 



55 
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(Xi) SEQUENZBBSCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 
TTCAATTGTG GCAAAGAAGG 6 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LftNGE: 22 Basenpaare 
(a) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM: Einze 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKffLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG : /desc - "Oligodesoxyribonukleotid" 

(xi) SEQUENZBBSCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
AAAGCAAGAA TTTTGGCTGA AG 



PatentansprQche 

1 . HIV-1 spezifisches OKgonuWeotid, das eine Sequenz enthatt, die ausgewahtt tst aus dem Bereich der NuWeotidpo- 
sitionen 900 bis zum 3'Ende des gag-Gens von HIV-1 . 

2. Oligcnukeotid gemaB Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenz ausgew&hlt ist aus dem Bereich der 
NuHeotidpositionen 900 bis zum 3-Ende des gag-Gens von HIV-1 , Subtyp a 

3. OligonuWeotkJ gemaB Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenz zu mehr als 60 % homolog oder zu 
mehr als 80 % konplementar zu einer Basenfolge von mehr als 10 aufeinanderfblgenden Basen der SEQ. ID. NO. 
1 ist 

4. OligonuWectid gemaB einem der AnsprQche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet. daB es auBerdem eine nicht HIV- 
spazif tsche Markierung enthalt. 

5. Set von Primem zur Amplrfikation von HIV-1 -NuWeinsauren, dadurch gekennzeichnet, daB es mindestens 2 unter- 
schiecfliche OligonuWeotide gemaB einem der AnsprQche 1 bis 3 enthalt. 

6. Verfahren zur spezffischen Ampfiflkation von HIV-1 -NuWeinsauren mit Hitfe eines Sets von Primem, dadurch 
gekennzeichnet, dafi NuWeinsauren von mindestens 5 Subtypen von HfV-1 erkannt und amplrfiziert warden. 

7. Verfahren gemaB Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet daB als Primerset das Set gemaB Anspruch 5 eingesetzt 
wird. 

8. Verfahren zum Nachweis von HIV-1 unter AmpJffikation von HIV-1-NuHeinsauresequenzen und Nachweis der 
ArrplSikate, dadurch gekennzeichnet, daBcfie AmplrRkaticn mit einem Primerset gemaB Anspruch 5 vorgenommen 
wird. 

9. Verfahren gemaB Anspruch 8, daduir* gekennzeichnet. daB der Nachweis mit Hilfe einer NuUeinsauresonde 
gemaB Anspruch 4 vorgenommen wird. 
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